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基础 研究 


$8 3L 7E 88 T 型 液 光 型 质子 焦 磷 酸 酶 多 克隆 抗体 的 制备 及 鉴定 


BER, RLR, FRA, A 斌 , 程 莎莎 , 刻 小 青 , 潘 迪 
南方 医科 大 学 生物 技术 学 院 , 广 东 广州 510515 


摘要 :目的 制备 免 抗 弓形 虫 I 型 液 泡 型 质子 焦 磷 酸 酶 (TgVP1) 多 克隆 抗体 并 鉴定 其 应 用 。 方 法 选择 弓形 虫 ME49 株 TgVP1 氢 


基 酸 序列 中 的 两 条 多 肽 ,TgVP1-1 与 TgVP1-2, 进 行人 工 合成 ,并 将 其 与 KLH 偶 联 作为 抗原 免疫 新 西 兰 大 耳 白 兔 ,收集 血清 币 
多 克隆 抗体 ,并 通过 ELISA Western blot 免疫 荧光 等 方法 进行 鉴定 。 


EM 


f 
结果 经 间接 ELISA 测 定 , 免 抗 TgVP1-1 及 TgVP1-2 的 多 


克隆 抗体 效 价 均 达 1:128 000; Western blot 结 果 显 示 两 种 多 抗 均 能 识别 号 形 虫 天 然 蛋 白 中 85 000 左 右 条 带 ,与 TgVP1 预测 相对 
分 子 质量 大 小 相符 , 且 特 异性 较 好 ;通过 免疫 区 光 技术 检测 到 两 株 多 抗 识别 的 蛋白 均 定位 于 细胞 质 中 ,与 酸性 钙 体 的 分 布 相 
同 。 结 论 采用 人 工 合成 多 肽 为 免疫 原 所 获得 的 免 抗 TgVP1 多 克隆 抗体 效 价 高 ,特异 性 好 ,号 形 虫 TgVP1 和 酸性 钙 体 的 深入 研 


究竟 定 了 基础 ,同时 也 为 弓形 忠 病 的 诊断 提供 了 新 的 有 效 工 具 。 
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Preparation and identification of rabbit polyclonal antibodies against vacuolar proton 


pyrophosphatase type I of Toxoplasma gondii 


TONG Chengbi, HAO Wenbo, LUO Shuhong, XIAO Bin, CHENG Shasha, LIAO Xiaoging, PAN Di 
Institute of Antibody Engineering, School of Biotechnology, Southern Medical University, Guangzhou 510515, China 


Abstract: Objective To prepare and characterize rabbit polyclonal antibodies against Toxoplasma gondii vacuolar proton 
pyrophosphatase type I (TgVP1). Methods and Results Two synthesized peptides TgVP1-1 and TgVP1-2 as the haptens were 
conjugated with KLH to immunize rabbits. Indirect ELISA showed that the titers of rabbit anti-TgVP1-1 polyclonal antibody 
and rabbit anti-TgVP1-2 polyclonal antibody reached 1:128 000. Western blotting results revealed that both purified polyclonal 
antibodies could specifically bind to a purified 85 kD T. gondii protein predicted as TgVP1. The protein detected by these two 
polyclonal antibodies was distributed in the cytoplasm of T. gondii tachyzoite, and this distribution pattern was consistent with 
that of acidocalcisome. Conclusion The peptide-based method of antibody generation is efficient and the obtained TgVP1 
polyclonal antibodies possess a high specificity to facilitate further study of T. gondii acidocalcisome and the diagnosis of 


toxoplasmosis. 
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弓形 虫 是 一 种 危害 性 巨大 的 机 会 致 病 微 生物 ,属于 
顶 复 门 寄生 虫 ,虽然 猎 科 动物 为 其 目前 确认 的 唯一 终 窒 
E” ,但 其 可 侵犯 所 有 温 血 动物 ,尤其 对 免疫 缺陷 人 群 有 
极 大 威胁 ” 。 号 形 虫 感染 后 可 致 号 形 虫 病 ” ,危害 严重 
却 无 特征 性 临床 症状 ,并 可 通过 多 种 途径 传播 H 
中 ,弓形 虫 病 的 母 婴 垂直 传播 是 孕期 襄 内 感染 致 畸 的 重 
要 原因 之 一 。 据 世界 卫生 组 织 统计 ,目前 为 止 ,全 球 已 
有 超过 三 分 之 一 的 人 群 感染 或 携带 马 形 虫 ,而 原本 的 
预防 治疗 药物 相对 局 限 , 新 的 有 效 抗 虫 药 物 或 待 开发 。 

本 研究 尝试 在 酸性 钙 体 上 寻找 新 的 药物 作用 加 
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点 。 酸 性 钙 体 是 一 种 新 近 发 现 的 细胞 需 , 扫 描 电 镜 下 形 
态 为 圆 形 电子 致密 颗粒 ,目前 已 被 证 实在 弓形 忠和 
症 原虫 “中 均 有 存在 。 其 膜 上 存在 着 大 量 泵 及 转运 
体 , 在 调节 细胞 渗透 压 .PH 值 .无 机 阳离子 储存 及 焦 磷 
酸 的 储存 方面 发 挥 着 重要 作用 "“。 液 泡 型 质子 焦 磷 酸 
酶 就 是 其 中 之 一 。 液 泡 型 质子 焦 磷 酸 酶 (V-PPase) 是 一 
种 特殊 的 生 电 质子 泵 ,分 为 K' 依 赖 型 ( 工 型 ) 和 非 K+ 依 
赖 型 ( 卫 型 )*, 其 功能 是 利用 水 解 无 机 焦 磷 酸 (PPiD) 产 
生 的 能 量 , 建 立 质 膜 内 外 氢 离 子 梯度 ,维持 膜 内 正常 PH 
值 ,从 而 保证 细胞 形态 稳定 和 功能 正常 “”"。 已 有 文献 
报道 号 形 虫 和 布 氏 锥 虫 的 工 型 液 泡 型 质子 焦 磷 酸 酶 
(TgVP1) 与 其 代谢 侵袭 力 、 胞 外 生存 能 力 有 和 密切 联 
系 """。 人 研究 人 员 认 为 1 型 液 泡 型 质子 焦 磷酸 酶 为 酸 
性 钙 体 的 标志 性 蛋白 ,并 以 其 为 参照 研究 其 他 酸性 钙 体 
蛋白 的 定位 ”。 但 是 目前 仍 没有 针对 马 形 虫 TgVP1 的 
高 特异 性 抗体 研制 出 来 。 本 研究 通过 人 工 合成 多 肽 制 
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备 抗体 的 方法 获得 了 针对 两 条 不 同 肽 段 的 免 抗 TgVP1 
多 克隆 抗体 ,为 更 深入 地 研究 TgVP1 寻找 新 的 抗 号 
形 虫 药物 作用 靶 点 和 开发 抗 虫 新 药 芮 定 了 更 为 坚实 的 
基础 。 


1 材料 与 方法 

1.1 材料 

1.1.1 RAWE 弓形 虫 ME49 株 和 OFTU 细胞 为 南 
方 医科 大 学 抗体 工程 研究 所 保存 。 

1.1.2 主要 试剂 马 来 酰 亚 胺 活化 的 BSA .KLH 偶 联 试 
剂 合 (MBK1) 购 自 Sigma, 无 蛋白 封闭 液 购 自 上 海 生 工 ， 
RIPA( 中 ) 购 自 康 为 世纪 ,PVDF 膜 购 自 Bio-Rad 公 司 ， 
MEM 培养 基 和 胎 牛 血清 均 购 自 Hyclone 公司, 辣 根 过 
氧化 物 酶 (HRP) 标 记 的 羊 抗 倪 IgG 和 免 源 His 标签 抗体 
均 购 自 Bioworld 公 司 ,Alexa Fluor 546 羊 抗 免 IgG 购 自 
Invitrogen,DAPI 购 自尊 云天 ,其 他 试剂 均 为 国产 或 进 
口 分 析 纯 。 

1.1.3 实验 动物 健康 8 周 龄 雄性 新 西 兰 大 耳 白 免 (SPF 
级 ) 购 自 南方 医科 大 学 实验 动物 中 心 。 实 验 前 常规 喂养 
适应 1 周 。 

1.2 方法 

1.2.1 多 肽 片段 的 选择 及 合成 TENCBI Genebank 中 检 
索 得 到 刚 地 马 形 虫 恶性 症 原 虫 和 伯 氏 症 原 虫 的 氨基 酸 
序列 ,利用 Immune Epitope Database(IEDB ) 对 其 分 别 
进行 B 细胞 线性 抗原 表 位 预测 (Bepipred Linear 
Epitope Prediction) , 选择 界 值 为 0.350。 利 用 
TMHMM Server v 2.0 对 这 三 个 氨基 酸 序列 分 别 进行 
跨 膜 区 分 析 , 综 合用 SDSCBiology Workbench 
BOXSHADE 方 法 得 到 的 同 源 性 比 对 结果 ,我 们 最 终 选 
择 了 两 段 具 有 高 度 抗原 性 和 保守 性 的 非 跨 膜 区 多 肽 片 
段 TgVP1-1 和 TgVP1-2, 长 度 分 别 为 29 个 氨基 酸 和 17 
个 氨基 酸 , 交 由 广州 瑞 博 奥 生物 科技 有 限 公司 合 成 。 
1.2.2 免疫 抗原 肽 的 制备 用 马 来 酰 亚 胺 活化 的 BSA， 
KLH 偶 联 试 剂 使 (MBK1) 将 合成 的 多 上 肽 片段 与 牛 血清 
白 蛋 白 (BSA) 与 匙 孔 血 蓝 和 蛋白 (KLH) 偶 联 ,按照 说 明 书 
操作 。 将 偶 联 好 的 KLH 多 上 肽 分 别 与 弗 氏 完全 佐 剂 
(CFA) 和 弗 氏 不 完全 佐 剂 IFA) 以 1:1(owo) 比 例 混合 乳 
化 作为 免疫 原 ,4 CUTE 

12.3 多 克隆 抗体 的 制备 于 2 只 雄性 新 西 兰 大 耳 白 免 
背部 疹 柱 劳 各 选取 8 个 点 , 备 皮 消毒 后 小 剂量 多 点 皮 内 
注射 免疫 。 初 次 免疫 时 共 注 射 500 hg 合成 肽 -KLH 与 
CFA 乳化 物 作为 基础 免疫 ;其 后 第 3.5.6 周 ,选取 不 同 
于 初 免 的 点 皮 内 注射 250 hg 合成 肽 -KLH 与 IFA 乳 化 物 
作为 加 强 免疫 。 第 2 次 加 强 免 疫 后 7 d 耳 静脉 采 少 量 
血 ,分离 血清 ,测定 效 价 ,大 于 1: 10* 为 达标 。 最 后 1 次 
加 强 免疫 结束 10 d 后 收获 抗 血 清 ,-20 % 人 保存。2 HEI 


免 均 于 免疫 前 以 常规 方法 各 收集 血清 3 mL. 

1.2.4 多 克隆 抗体 的 纯化 采用 Protein-G 免疫 亲 和 层 
析 柱 对 收集 的 抗 血清 进行 纯化 。 将 抗 血清 用 结合 缓冲 
液 (100 mmol/L Tris-Hcl, pH 7.5,100 mmol/L NaCI) fii 
释 10 倍 体积 ,0.45 hm 滤 膜 过 滤 ,加 样 到 IgG 亲 和 层 析 
柱 ,流速 1 mL/min 至 基线 ,用 洗 脱 缓冲 液 (100 mmol/L 
甘氨酸 -HCL,pH2.5) 洗 脱 后 ,收集 洗 脱 峰 , 所 得 即 为 纯化 
多 克隆 抗体 ,SDS-PAGE 分 析 纯化 效果 。 
1.2.5 多 克隆 抗体 效 价 检测 采用 间接 ELISA 的 方法 ， 
将 合成 肽 -BSA 深 于 碳酸 盐 缓 冲 液 CBS) 至 100 hg/L 包 
被 检测 板 ,每 孔 100 uL,4 % 包 被 过 夜 。 用 无 蛋白 封闭 
液 37 % 封 闭 2n 后 ,每 孔 加 入 100 LL 倍 比 稀 释 的 多 克隆 
抗体 ,同时 以 等 体积 免疫 前 兔 血 清和 CBS 作为 阴性 对 
照 和 空白 对 照 。37 %C 孵 育 2P 后 ,用 PBST 洗 涤 3 次 ,加 入 
100 HL 孔 1:10 000 稀 释 的 HRP 标 记 的 羊 抗 兔 IgG,37 C 
孵育 0.5 h。 洗 涤 3 次 后 每 孔 加 入 TMB 显 色 液 100 uL. 
避 光 显 色 10 min 后 ,加 入 50 uLAL2 mol/L RRA IE 
显 色 站 。 用 酶 标 仪 测定 各 孔 在 450 nm 处 吸光 度 值 , 取 
2.1 倍 阴性 对 照 值 为 阳性 。 

1.2.6 刚 地 如 形 虫 速 殖 子 的 纯化 培养 液 氮 饶 中 取出 冻 
存 的 刚 地 弓形 虫 ME49 株 ,37% 水 浴 复 苏 , 以 3x10Y 只 感 
染 雌 性 BALB/c 小 鼠 。7~10 d 后 小 鼠 发 病 ,每 只 小 鼠 腹 
REITS mL 无 菌 生 理 盐 水 并 轻 揉 腹部 。 抽 取 腹 水 , 腹 
水 中 即 有 大 量 刚 地 扎 形 虫 速 殖 子 。 将 腹水 以 800 g/min 
离心 10 min 并 去 上 清 ,用 无 菌 生理 盐水 洗涤 沉淀 3 次 后 
重 悬 ,所 得 即 为 纯化 的 刚 地 马 形 虫 速 殖 子 。 用 纯化 的 速 
殖 子 按 1:10 感 染 OFTU 细胞 ,培养 至 50% 细 胞 病变 效 
应 (CPE) 时 收集 。 

1.2.7 多 克隆 抗体 的 鉴定 与 应 用 

1.2.7.1 Western blot 4&3] X 2& 5 78 xk 4E & 在 RIPA 
CrPO RS PIA E EA IRSE RR , ice ACH S ID 7E 
虫 , 冰 上 裂解 20 min 后 10 000 g 离 心 10 min 收 集 上 清 ， 
即 为 号 形 虫 全 蛋白 。OFTU 全 蛋白 提取 方法 同上 ,用 于 
明 性 对照; 恶性 症 原 虫 和 伯 氏 症 原 虫 全 蛋白 为 本 实验 室 
保存 。 在 全 蛋白 中 加 入 等 体积 2xLoading Buffer 者 沸 
10 min ,离心 取 上 清 进行 SDS-PAGE 电泳 , 转 膜 并 封闭 
后 ,以 1:1000 稀 释 的 纯化 免 多 抗 或 免疫 前 兔 血 清 作 一 
HA 2 h. 1: 10 000 稀 释 的 HRP 标 记 的 羊 抗 免 TgG 作 
HURA 1 h 进 行 Western blot 分 析 ,ECL 法 显 色 。 
1.2.7.2 间接 免疫 荧光 (IFA) 分 析 TgVP1 的 亚 细 胞 定位 
在 共聚 焦 培养 外 底 孔 中 加 入 500 号 含 纯化 刚 地 弓形 虫 
速 殖 子 的 培养 基 ,37 % 孵 箱 中 放置 2 使 速 殖 子 粘 附 。 
加 入 4% 多 聚 甲醛 固定 15 min 后 加 入 0.25% Triton 
X-100 室温 透 化 10 mins PBS 洗涤 后 ,用 1% BSA/ 
PBST 室 温 封 闭 2h, 加 入 1:500 稀 释 的 纯化 免 多 抗 或 未 
免疫 兔 血清 作 一 抗 室 温 孵 育 1.5 h、1: 1000 稀释 的 


201712.00822v1 


chinaXiv 


http://www.j-smu.com 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


J South Med Univ, 2015, 35(8): 1137-1142 : 1139 。 


Alexa Fluor $46 羊 抗 免 IgG( 红 色 荧 光标 记 ) 作 二 抗 室 
WIA 1 h rN 1000 $$ EI DAPIZ {610 min, 
pus y NE UE M 


结果 
2.1 多 肽 片段 的 选择 、 合 成 及 免疫 抗原 制备 用 
IEDB 对 检索 得 到 的 TgVP1l 氨基 酸 序列 (gil 
527308392|gb|EPT25031.1) 进 行 B 细胞 线性 抗原 表 位 
预测 ,如 图 1A, 得 到 23 个 表 位 评分 ,评分 越 高 代表 其 抗 
原 性 越 好 。 利 用 TMHMM Server v 2.0 对 其 进行 拓扑 
学 分 析 , 得 到 17 个 跨 膜 区 ,如 图 1B , 据 此 可 将 定位 于 跨 
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2.2 多 克隆 抗体 的 纯化 及 效 价 检测 
测定 

抗 TgVP1-1 和 TgVP1-2 的 多 克隆 抗体 效 价 均 达 到 
1:128 000。 利 用 Protein-G 免疫 亲 和 层 析 法 对 获取 的 
抗 血清 进行 纯化 ,经 SDS-PAGE 检 测 ,结果 显示 纯化 效 
果 较 好 , 抗 血清 纯度 较 高 ,如 图 2。 
2.3 多 克隆 抗体 的 鉴定 与 应 用 
2.3.1 Western blot £ W K Z& 5 7b X RE 利用 
Western blot 77150] AA JE 18 48 PA ETE , 结 


经 间接 ELISA 效 价 


膜 区 的 抗原 表 位 排除 。 然 后 对 刚 地 弓形 虫 HET HR 
和 伯 氏 症 原 虫 的 I 型 液 泡 型 质子 焦 磷酸 酶 氨基 酸 序 列 进 
行 同 源 性 比 对 ,最 终 选择 了 两 篡 抗原 评分 较 高 的 非 跨 膜 
Ru 于 人 工 合成 。 其 中 TgVP1-1 长 度 为 29 个 
氨基 酸 (YTKAADVGADLSGKNEYGMSEDDPRNPA 
C) ,包含 预测 的 PPi 结 合 位 点 (DX;KXE 模 体 );TgVP1-2 
长 度 为 17 个 氨基 酸 (CHKNAVTGDTVGDPLKD) ,位 
于 肽 链 全 长 的 C 端 ,如 图 1C。 合 成 并 偶 联 制备 免疫 抗 
原 , 用 等 体积 弗 氏 佐 剂 乳化 ,操作 完成 后 取 1 滴 液体 滴 
于 冰冷 水 面 上 ,如 能 长 时 间 保 持 圆 珠 形 不 散 开 即 表示 及 
化 达到 要 求 。 
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图 1 多 肽 片段 的 选择 

Fig.1 Selection of the synthetic peptides. A: B cell 
epitopes of TgVP1 predicted by IEDB; B: 
Tansmembrane domains of TgVP1 predicted by 
TMHMM; C: Homology comparison result of 
TgVPI1, PfVPI1, and PbVP1 amino acid sequences. 
The selected peptides are underlined and 
DX7KXE motif is boxed. 


显示 在 85 000 左 右 有 特异 性 条 带 ,与 TgVP1 预测 相对 
分 子 质 量 一 致 ;对 同属 顶 复 门 寄 生 虫 的 恶性 疙 原虫 和 伯 
氏 症 原虫 全 和 蛋白 进行 检测 ,结果 显示 均 在 76 000 左 右 处 
有 特异 性 条 带 , 与 恶性 症 原 虫 工 型 液 泡 型 质子 焦 磷 酸 酶 
(PfVP1) REI EG AE Jt ra, D 789 20 262 788 Jo T B8 E Bg 
(PbVP1) 预 测 相 对 分 子 质量 一 致 ,如 图 2。 说 明 该 多 抗 
不 仅 可 以 检测 TgVP1 ,而 且 可 以 识别 PfVP1 和 PbVP1。 

2.3.2 间接 免疫 荧光 分 析 TgVP1 的 亚 细 胞 定位 通过 共 
聚焦 显微镜 观察 ,用 免 抗 TgVP1-1 和 人 免 抗 TgVP1-2 作 
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图 2 多 克隆 抗体 的 纯化 及 检测 


Fig.2 Purification and detection of polyclonal 
antibodies. Lane 1, purified rabbit anti- 
TgVP1-1; Lane 2, purified rabbit anti- 
TgVP1-2; Lane 3, Marker. 


85 000 


- 
图 3 纯化 多 克隆 抗体 检测 天 然 蛋白 


一 抗 进行 间接 免疫 荧光 检测 时 ,红色 交 光 散在 分 布 于 刚 
地 扎 形 虫 速 殖 子 的 胞 质 中 ,Merge 后 与 蓝 色 殉 光 无 重 
合 。 用 免疫 前 免 血清 作 一 抗 进行 免疫 奖 光 检测 ,结果 显 
示 无 红色 莹 光 , 如 图 3。 红 色 荧 光 所 指示 为 TegVP1 , di 
色 荧 光 所 指示 为 细胞 核 ,白光 视 野 (BE) 所 示 为 号 形 虫 
速 殖 子 形态 。 结 果 说 明 ,TgVP1 散 在 分 布 于 细胞 质 中 ， 
未 见于 细胞 核 中 ,与 酸性 钙 体 的 亚 细 胞 定位 一 致 。 


3 讨论 

弓形 虫 病 传 播 途径 较 多 ,故人 群 普遍 对 其 易 
感 * 站 。 为 了 开发 新 的 抗 马 形 虫 药 物 来 保护 人 群 ,我 们 
必须 深入 研究 弓形 虫 的 结构 ,找到 新 的 药物 作用 靶 点 。 
目前 ,已 有 几 种 针对 其 他 生物 V-PPase 的 抗体 ,这 些 生 
物 的 V-PPase 虽 与 弓形 虫 的 具有 一 定 同 源 性 ,但 应 用 这 
些 抗体 进行 对 弓形 虫 TgVP1 的 研究 ,终究 少 了 一 些 可 
信和 度 。 但 是 仍 没有 适合 的 针对 弓形 虫 TgeVP1 的 抗体 研 
制 成 功 。 究 其 原因 ,TgVP1 的 跨 膜 区 多 达 17 个 ,使 原核 


85 000 76 000 


Fig.3 Detection of natural parasites protein with purified polyconal antibodies. A; primary 
antibody is rabbit anti-TgVP1-1; B: primary antibody is rabbit anti-TgVP1-2. Lane 1, total 
protein of T. gondii; Lane 2, total protein of OFTU; Lane 3, total protein of P. falciparum; Lane 


4, total protein of P. berghei. 


表达 困难 大 大 增加 。 所 以 ,本 研究 采用 了 一 种 新 方法 
一 一 人 工 合成 多 肽 制备 抗体 ,选取 并 合成 2 个 保守 的 非 
跨 膜 区 肽 段 与 载体 蛋白 偶 联 免疫 新 西 兰 大 耳 白 免 , 最 
终 获得 了 2 株 多 克隆 抗体 。 这 种 方法 制备 的 抗原 较 传 
统 原核 表达 目的 蛋白 制备 的 抗原 相 比 ,避免 菌 体 杂 蛋白 
的 污染 ,纯度 更 高 , 旦 不 需要 繁琐 的 纯化 步骤 。 制 备 的 
多 抗 ,不 仅 特异 性 强 .灵敏 度 高 ,而 且 大 大 缩短 了 抗体 制 
备 所 需 的 时 间 忠 。 并 且 为 了 后 期 研究 的 需要 ,我 们 选择 
了 与 恶性 闪 原 忠和 伯 氏 症 原 虫 同 源 性 较 高 的 肽 段 ， 
此 ,我们 获得 的 2 株 多 抗 均 能 灵敏 且 特 异地 识别 与 
PfVP1 和 PbVP1 同等 相对 分 子 质量 的 蛋白 。 在 多 肽 片 
段 的 选择 和 设计 过 程 中 ,首要 的 是 预测 分 析 目 的 蛋白 的 
结构 和 表 位 , 既 要 选择 抗原 性 好 的 肽 段 , 又 要 避 开 跨 膜 
区 和 三 维 结构 无 法 暴露 的 区 域 。 其 次 , 肽 段 长 度 RIR 
蛋白 构象 稳定 程度 也 需要 考虑 ,一 般 选 择 长度 在 15~40 个 
氨基 酸 之 间 且 具有 稳定 构象 的 线性 表 位 进行 合成 宇 。 


侦 联 完成 免疫 雄性 新 西 兰 大 耳 白 兔 时 ,我 们 选 其 背部 疹 
柱 劳 的 位 置 作 皮 下 注射 ,因为 这 里 末梢 神经 较 少 ,可 以 
减少 动物 的 痛苦 。 

有 些 研究 中 提 到 ,TgVP1、PfVP1 和 PbVP1 用 SDS- 
PAGE 检测 到 的 相对 分 子 质量 分 别 为 76 000,67 000 和 
67 000 ,与 预测 相对 分 子 质量 85 000,76 000 和 76 000 不 
符 的 。 这 种 现象 在 高 玻 水 性 和 蛋白质 的 SDS-PAGE 电 泳 
中 很 常见 ,主要 是 由 于 在 电泳 条 件 不 稳定 时 ,SDS 无 法 
将 高 玻 水 性 和 蛋白质 完全 溶解 导致 的 所 。Western 
blotting 结 果 显 示 有 少量 非特 异性 条 带 , 但 并 不 影响 对 
实验 结果 的 观察 ,日 通过 降低 一 抗 浓 度 可 以 消除 非特 异 
Hio WAH Western blotting 和 间接 免疫 殉 光 结 
表明 ,本 研究 制备 的 兔 抗 TgVP1 多 克隆 抗体 不 仅 可 以 
与 TgVP1 线 性 抗原 特异 性 结合 ,还 可 以 与 其 天 然 抗 原 
特异 性 结合 ,同时 还 能 检测 顶 复 门 寄生 虫 PfVP1 和 
PbVP1, 且 灵敏 度 和 特异 性 均 理 想 , 可 用 于 后 期 对 马 形 
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图 4 纯化 多 克隆 抗体 的 间接 免疫 荧光 检测 


Anti-TgVP1 Merge Overlap 


Fig.4 Indirect immunofluorescence detection of polyclonal antibodies. 1, primary antibody is rabbit anti-TgVP1-1; 2, primary 


antibody is rabbit anti-TgVP1-2; 3, primary antibody is non-immunized rabbit serum. 


SEPRE ERANA OERE V-PPase Je Rel vs BO TR 
入 研究 ,为 开发 抗 寄生 虫 新 药 芮 定 了 基础 ,也 为 号 形 虫 
病 的 诊断 提供 了 新 的 有 效 工 具 。 
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